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山楂叶总黄酮对乳鼠心肌细胞缺血缺氧损伤的实验研究

叶希韵 张隆 张静 王耀发 华东师范大学生命科学学院 上海

摘要 目的  研究山楂叶总黄酮对缺血缺氧损伤后心肌细胞的影响 ∀方法  以 龄 ≥⁄乳鼠心室肌进行心肌细胞培养并建

立缺血缺氧损伤模型 ∀研究山楂叶总黄酮对缺血缺氧心肌细胞心率失常 !停搏时间 !细胞乳酸脱氢酶 ⁄ 的泄漏量 !细胞

丙二醛 ⁄ !超氧化物歧化酶 ≥ ⁄ 和一氧化氮 含量等生化指标的影响 ∀结果  山楂叶总黄酮能减轻缺血缺氧损伤

后心肌细胞心率失常的程度 推迟心肌细胞的停搏时间 减少心肌细胞 ⁄ 的释放量 降低 ⁄ 含量并提高细胞内 ≥ ⁄酶

的活力和 的含量 ∀结论  山楂叶总黄酮对缺血缺氧损伤的心肌细胞具有明显的保护作用 ∀

关键词 山楂叶总黄酮 心肌细胞 缺血缺氧
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  心脏病是目前严重威胁人类身体健康的疾病之一 ∀心

绞痛 !心肌梗死和缺血性心脏病等共同的病理基础都是心肌

缺血 ∀心肌供血供氧不足导致心肌代谢紊乱 能量供应不

足 心肌收缩功能下降 血液输出量降低 进而影响整个机体

的功能 乃至引起心肌细胞死亡 ≈ ∀因此如何保护缺血损伤

的心肌细胞乃是医学上急待解决的问题 ∀ 年 ⁄ ∏
≈

建立了体外培养心肌细胞缺血性损伤实验模型 该模型后又

经李连达 ≈ 和 • 等 ≈ 加以改进完善 ∀研究发现体外

培养的心肌细胞是研究药物抗心肌缺血很好的实验模

型 ≈ ∀有研究表明 ≈ 山楂叶中的总黄酮能使冠状动脉

扩张 有降血脂 降血压和强心作用 能改善心脏活力和兴奋

中枢神经系统的作用 ∀我们实验研究还证明 ≈ 山楂叶总黄

酮具有抗氧化功能 对血管内皮细胞的氧化损伤具有明显的

保护作用 ∀但由于山楂叶总黄酮对心肌细胞缺血缺氧损伤

方面的研究目前我们尚未见报道 故本实验以体外培养的乳

鼠心肌细胞为实验材料 通过建立缺血缺氧细胞模型 研究

了山楂叶总黄酮对心肌细胞缺血缺氧损伤的影响 为深入详

细地阐述山楂叶总黄酮的药理作用研究提供进一步实验依

据 ∀

1  材料与方法

1 1  药品与试剂

∞ 培养基 !无糖 ∞ 培养基 ≤ 公司产品 辅酶

!胰蛋白酶 ≥ 公司产品 特级小牛血清 细胞所实生公

司产品 丙二醛 ⁄ !超氧化物歧化酶 ≥ ⁄ 试剂盒 购自
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南京建成生物工程研究所 山楂叶总黄酮 实验室定制 含量

配成 ≥⁄乳鼠 购自上海医科大学实验动

物部 ∀

1 2  心肌细胞培养

按 • 等 ≈ 方法进行心肌细胞培养 ∀取新生 ≥⁄

乳鼠 雌雄均可 只 在无菌条件下取其心室肌剪碎 经

胰蛋白酶消化成单细胞悬液 离心收集后 用含 小

牛血清的 ∞ 培养基制成浓度为 ≅ 细胞悬液接种

于培养瓶中 置于 ε 恒温培养箱中培养 ∀

1 3  心肌细胞缺血缺氧模型建立

按李映欧 ≈ 方法稍加改进给心肌细胞造成缺血缺氧损

伤 即将培养 同步搏动的心肌细胞换用高纯氮气饱和的

无糖 ∞ 培养基 并于培养瓶内充氮气 将瓶内空气置

换出 ∀ ε 恒温培养箱密闭培养 造成心肌细胞缺血缺氧损

伤 观察损伤 后的细胞形态 并进行各生化指标测定 ∀

1 4  实验细胞分组

将培养的心肌细胞随机分为六组 正常组 !缺血缺氧组 !

缺血缺氧 山楂叶总黄酮 !缺血缺氧 山楂

叶总黄酮 !缺血缺氧 山楂叶总黄酮

!缺血缺氧 山楂叶总黄酮 ∀每组

瓶细胞 损伤 和 后各组分别取出 瓶细胞进行实验

和生化指标检测 ∀

1 5  实验方法 ≈

按照 2二硝基苯肼显色法测乳酸脱氢酶 ⁄ 活性

按照试剂盒方法测 ≥ ⁄和 ⁄ 含量 用 ≤ ⁄

紫外分光光度计测定 ⁄ ≥ ⁄ ⁄ 含量 ∀按照荧光法用

× ≤ 荧光分光光度计测定 含量 ∀

1 6  统计学处理

实验数据均以均数 ?标准差 ξ ? σ表示 组间差异比较

采用 τ检验 ∀以上统计用 ∞¬ 统计软件完成 ∀

2  结果

2 1  各组细胞光镜下的形态学观察

正常组心肌细胞间相互连接同步搏动 且搏动有节奏

有力度 在 内随时间变化细胞形态没有明显变化 ∀缺血

缺氧组在损伤 时可见心肌细胞内颗粒明显增多 胞体开

始收缩 搏动的节奏表现为时快时慢 不太稳定 ∀缺血缺氧

组损伤 后心肌细胞内颗粒增多非常明显 胞体收缩成一

团 搏动无节奏 细胞表现为明显的心率失常症状 ∀如继续

缺血缺氧损伤 则大部分心肌细胞停止博动 小部分细胞

开始死亡 ∀在心肌细胞缺血缺氧的同时加入不同浓度的山

楂叶总黄酮 后 细胞的形态和症状表现均比相应的损

伤组有明显的好转 细胞内颗粒有所减少 细胞间连接增多

搏动节奏有所恢复 效果与山楂叶总黄酮的浓度成正相关 ∀

加山楂叶总黄酮后 在同样情况下继续培养 大部分心肌

细胞仍然在搏动 直到 后细胞才完全停止博动 ∀

2 2  不同实验时间各组细胞 ⁄ 泄漏量的测定

不同实验时间缺血缺氧组的 ⁄ 泄漏量均明显比正常

组高 差异非常显著 Π ∀而山楂叶总黄酮各组均在

不同程度上抑制了 ⁄ 的泄漏 且呈量效关系 ∀说明山楂

叶总黄酮能防止心肌细胞中乳酸脱氢酶的泄漏 对细胞膜的

稳定性起到一定的作用 ∀结果见表 ∀

表 1  不同实验时间各组细胞 ⁄ 泄漏量的测定结果 ξ ? σ

Ταβ 1  × ∏ ⁄ ¬

ξ ? σ

组别 瓶数
⁄ ⁄  

 

正常组 ? ?  

缺血缺氧组 ? 3 ? 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3 3

注 与对照组比较 3 Π 与缺血缺氧组比较 3 3 Π

3 3 3 Π

∏ 3 Π ¬ 2

∏ ∏ 3 3 Π 3 3 3 Π

2 3  不同实验时间各组细胞 ⁄ 含量的测定

不同实验时间缺血缺氧组的 ⁄ 含量也明显高于相应

正常组 差异非常显著 Π ∀山楂叶总黄酮各组不仅

减低了 ⁄ 含量 而且其效果与山楂叶总黄酮浓度成正相

关 ∀说明山楂叶总黄酮具有保护细胞防止脂质过氧化和氧

自由基损伤的作用 ∀结果见表 ∀

表 2  不同实验时间各组细胞 ⁄ 含量的测定结果 ξ ? σ

Ταβ 2  ⁄ ¬ ξ ? σ

组别 瓶数
⁄

≈

⁄

≈

正常组 ? ?

缺血缺氧组 ? 3 ? 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 3 ? 3 3 3

注 与对照组比较 3 Π 与缺血缺氧组比较 3 3 Π

3 3 3 Π

∏ 3 Π ¬ 2

∏ ∏ 3 3 Π 3 3 3 Π

2 4  不同实验时间各组细胞 ≥ ⁄活性的测定

不同实验时间缺血缺氧组的 ≥ ⁄活性明显比相应的正

常组低 差异非常显著 Π ∀山楂叶总黄酮各组能在

不同程度上提高细胞 ≥ ⁄的活性 其效果与山楂叶总黄酮

浓度成正相关 ∀说明山楂叶总黄酮具有提高心肌细胞内

≥ ⁄活性的能力 能起到保护细胞防止脂质过氧化的作用 ∀

结果见表 ∀
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表 3  不同实验时间各组细胞 ≥ ⁄活性的测定结果 ξ ? σ

Ταβ 3  ≥ ⁄ ¬ ξ ? σ

组别 瓶数
≥ ⁄

≈ 蛋白

≥ ⁄

≈ 蛋白

正常组 ? ?

缺血缺氧组 ? 3 ? 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ? 3 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3

注 与对照组比较 3 Π 与缺血缺氧组比较 3 3 Π

3 3 3 Π

∏ 3 Π ¬ 2

∏ ∏ 3 3 Π 3 3 3 Π

2 5  不同实验时间各组细胞 含量的测定

不同实验时间缺血缺氧组的 含量明显比正常组低

差异非常显著 Π ∀而山楂叶总黄酮各组均在不同

程度上提高了 的含量 结果呈量效关系 ∀说明山楂叶总

黄酮能提高心肌细胞中 的含量 对心肌细胞的缺血缺氧

损伤起到一定的保护作用 ∀结果见表 ∀

表 4  不同实验时间各组细胞 含量的测定结果 ξ ? σ

Ταβ 4  × ∏ ¬

ξ ? σ

组别 瓶数
≈ ≈

正常组 ? ?

缺血缺氧组 ? 3 ? 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? ?

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3

缺血缺氧 山楂叶总黄酮
? 3 3 ? 3 3 3

注 与对照组比较 3 Π 与缺血缺氧组比较 3 3 Π

3 3 3 Π

∏ 3 Π ¬ 2

∏ ∏ 3 3 Π 3 3 3 Π

3  讨论

离体培养缺血缺氧心肌细胞是一种常用的研究药物抗

心肌缺血的实验模型 ≈ 利用这个模型的目的是模拟缺血

心肌的病理状态 同时可以排除神经 !体液等复杂因素的影

响 ∀体外培养的心肌细胞在实验中具有准确 !可靠 !经济 !简

便 !快速 !重复性好 !可比性强 !又易于观察 易于生化测定等

优点 可以从细胞水平 !分子水平探索缺血心肌组织的病理

机制和药物抗心肌缺血的机制 是实验研究的好材料 !好

方法 ∀

⁄ 是心肌细胞内酶 在正常情况下 可有少量 ⁄ 从

心肌细胞漏出 进入血浆 ∀当心肌细胞受到损伤的时候 心

肌细胞中的 ⁄ 会从细胞中大量泄漏出来 造成心肌细胞

代谢紊乱 导致心肌损伤 ∀其受损程度越大 泄漏量也越大 ∀

现已有研究资料表明缺血缺氧可导致心肌细胞中自由基与

脂质过氧化产物 ⁄ 含量的增高 自由基与 ⁄ 参与心肌

损伤 ≈ ∀研究还发现 ≈ 一氧化氮与动脉粥样硬化关系密

切 可舒张血管 具有抗氧化 抑制 ≥ ≤增殖 减少或消

除血小板聚集粘着 防止血栓形成等作用 因此 被认为

是一种抗动脉粥样硬化的活性分子 ∀本实验结果表明 山楂

叶总黄酮能减轻缺血缺氧损伤后的心肌细胞心率失常的程

度 推迟心肌细胞的停搏时间 减少由缺血缺氧损伤引起的

心肌细胞 ⁄ 的释放量 同时也能减少心肌细胞内 ⁄ 含

量并提高细胞内 ≥ ⁄酶的活力和 含量 ∀说明山楂叶总

黄酮对缺血缺氧损伤的心肌细胞具有一定的保护作用 ∀这

可能与山楂叶总黄酮具有抗脂质过氧化损伤和清除氧自由

基能力及有稳定细胞膜的作用等有关 因而对山楂叶总黄酮

生物活性的进一步深入研究将具有一定的理论意义和实践

应用价值 ∀
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